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Показано вищу резистентнiсть сфероїдної культури (3D-модель) пухлинних клiтин
MCF-7 до вiдсутностi в середовищi культивування сироваткових факторiв у порiвняннi
зi стандартними умовами культивування та з моношаровим ростом (2D-модель), про
що свiдчить показник живих клiтин, апоптичний iндекс, розподiл клiтин за фазами
циклу та адгезивнi характеристики.
Вiдомо, що прогресiя пухлинних клiтин забезпечується їх неконтрольованою пролiферацiєю
в первинних пухлинах i метастатичних вузлах за умов гiпоксiї та дефiциту трофiчних речо-
вин; це пов’язано як з постiйною мiтогенною активнiстю, так i з порушеннями апоптичного
шляху загибелi клiтин. Виживання трансформованих клiтин в умовах сироваткового голо-
дування може бути зумовлено входженням клiтин у фазу пролiферативного спокою (G0) та
здатнiстю до субстратнезалежного росту (3D-рiст у багатоклiтинних пухлинних сфероїдах).
Активацiя мiграцiї та пролiферацiї у 3D-культурах у системi in vitro моделює iнвазивний
рiст та метастазування in vivo. Зафiксоване нами ранiше зниження адгезивних властивос-
тей клiтин MCF-7 (рак молочної залози) у сфероїдах на 25%, у порiвняннi з моношаровим
ростом [1], може свiдчити про бiльший метастатичний потенцiал та субстратнезалежнiсть
клiтин при сфероїдному типi росту [2, 3]. Було показано [3, 4], що за умов 3D-росту транс-
формованi клiтини проявляють меншу чутливiсть до дiї протипухлинних препаратiв та
дефiцитних за трофiчними субстратами умов мiкрооточення.
У зв’язку з наведеним вище, нами поставлено за мету дослiдити основнi параметри
росту клiтин, а саме: виживанiсть, розподiл за фазами клiтинного циклу, рiвень апоптозу
та адгезивнi характеристики при культивуваннi сфероїдiв за стандартних умов у повному
поживному середовищi, яке мiстило ембрiональну сироватку теляти (ЕТС) та в безсиро-
ваткових умовах. Зазначенi параметри порiвнювали з ростом клiтин у моношаровiй моделi
(у 2D-культурах), яка була представлена клiтинною лiнiєю MCF-7, люб’язно наданою док-
тором I. Гутом (Людвiговський раковий iнститут, Лондон).
Моделювання 2D- й 3D-росту клiтин MCF-7 проводили за методикою, описаною в ме-
дичному вiснику [5]. Клiтинам, якi досягли повного моношару в 2D-культурах та концент-
рацiї 2 · 106 кл./мл, у 3D-культурах замiнювали середовище на таке, що не мiстило сиро-
ваткових факторiв, термiн культивування за даних умов становив 48 год. Контролем для
моделей 2D- й 3D-росту слугували клiтини, якi культивували в повному поживному сере-
довищi з додаванням 15%-ї ЕТС. По досягненню кiнцевого термiну культивування визна-
чали основнi характеристики функцiонування клiтин: виживанiсть за пiдрахунком живих
i мертвих клiтин з трипановим синiм та за МТТ-тестом, апоптичний iндекс й розподiл
за фазами клiтинного циклу з використанням протокової цитофлуориметрiї. Визначення
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Рис. 1. Спiввiдношення живих та мертвих клiтин
цитофлуориметричних параметрiв проводили iз розрахунку на 10000 клiтин (p < 0,001).
Адгезiю визначали за вiдсотком прикрiплених клiтин до субстрату (термiн експозицiї ста-
новив 1 та 3 год) пiсля забарвлення фiолетовим кристалiчним за оптичним поглинанням
(λ = 535 нм), яке вимiрювали на мультилунковому спектрофотометрi (Labsystems Multiskan
MS, Фiнляндiя) [6, 7]. Статистичну обробку результатiв проводили за критерiєм Стьюдента.
У результатi проведеного дослiдження було виявлено, що виживанiсть клiтин MCF-7 че-
рез 48 год в умовах iнкубацiї у 3D-культурах по досягненнi стацiонарної фази росту в безси-
роваткових умовах перевищувала аналогiчний показник для 2D-культур (рис. 1). Отже, бу-
ло встановлено, що вiдсоток живих клiтин у 3D-культурi з ЕТС через 48 год культивування
дорiвнював (83±5)% i майже не вiдрiзнявся вiд такого при культивуваннi в безсироваткових
умовах — (80±3,7)%. Водночас при iнкубацiї клiтин у 2D-культурах за умов вiдсутностi си-
роваткових факторiв через 2 доби кiлькiсть живих клiтин знижувалася в 1,3 раза (p < 0,05)
i становила (67 ± 4,5)% проти (89 ± 2,3)% при культивуваннi клiтин з ЕТС.
При визначеннi апоптичного iндексу клiтин (за стандартних умов та у вiдсутностi сиро-
ваткових факторiв) було встановлено, що за умов дефiциту поживних субстратiв у 2D-куль-
турах рiвень апоптозу через 48 год iнкубацiї дорiвнював (39,2± 7,3)% проти (19,04± 1,3)%
у контролi (рис. 2). Однак за умов дефiциту сироваткових факторiв у кондицiйоване се-
редовище 2D-культури секретується бiльш високий рiвень ЕФР-подiбних пептидiв [8], що
може впливати на пролiферативний пул цiєї культури (табл. 1). Для 3D-культури рiвень
апоптичних клiтин за умов дефiциту та в присутностi сироваткових факторiв вiрогiдно не
вiдрiзнявся.
Таблиця 1. Розподiл клiтин MCF-7 за фазами мiтотичного циклу
Типи
культивування
Фази клiтинного циклу
G0/G1 G2/M S G2/M+ S
2D iз ЕТС 56,26 ± 1,45 13,96 ± 0,37 29,78 ± 0,74 43,74 ± 1,6
2D без ЕТС 54,09 ± 1,37 11,93 ± 0,26 33,98 ± 0,85 45,91 ± 1,1
3D iз ЕТС 40,93 ± 1,03∗∗ 22,71 ± 0,71∗∗ 36,36 ± 0,82∗∗ 59,07 ± 1,4∗∗
3D без ЕТС 66,82 ± 1,56∗ ∗∗ 6,39 ± 0,12∗ ∗∗ 26,79 ± 0,66∗ ∗∗ 33,18 ± 0,75∗ ∗∗
∗ — p < 0,05 порiвняно з умовами культивування в присутностi ЕТС; ∗∗ — p < 0,05 порiвняно з культиву-
ванням клiтин у 2D-моделi.
ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2011, №8 161
Рис. 2. Апоптичний iндекс
Рис. 3. Показник адгезiї клiтин MCF-7.
∗ — p < 0,05 порiвняно з умовами культивування в присутностi ЕТС; ∗∗ — p < 0,05 порiвняно з культиву-
ванням клiтин у 2D моделi
При визначеннi розподiлу клiтин за фазами циклу вiдсоток їх для G2/M+S в 2D-культу-
рi в безсироватковому середовищi становив (45,91±1,1)% проти (33,18±0,75)% в 3D-культурi
(див. табл. 1). Проте при порiвняннi клiтин MCF-7 з 2D- й 3D-типом росту, якi культивували
в безсироватковому середовищi iз вiдповiдним контролем, було виявлено, що 2D-культура
за параметрами клiтинного циклу практично не залежить вiд наявностi та вiдсутностi в мiк-
рооточеннi сироваткових факторiв. У той самий час як у 3D-культурi пролiферативний пул
(G2/M+S) у присутностi сироватки в середовищi культивування досягав (59,07±1,4)%, що
майже вдвiчi вище аналогiчного показника при культивуваннi клiтин у безсироваткових
умовах (33,18 ± 0,75)%.
Iншим важливим показником, що визначається для iдентифiкацiї пухлинного фенотипу,
є адгезiя клiтин до субстрату. Ранiше нами було показано, що адгезивнi властивостi клi-
тин MCF-7 при довготривалому культивуваннi корелюють з фазами клiтинного циклу [9].
При порiвняннi росту клiтин у 2D-й 3D-культурах визначали рiвень адгезiї за вiдсутностi
сироваткових факторiв (рис. 3).
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Як видно з наведених даних, при вiдсутностi сироваткових факторiв у 3D-культурi
фракцiя адгезивних клiтин збiльшується на 18% (p < 0,05) вiдносно клiтин 3D-культури,
якi культивували в повному поживному середовищi. Також було показано, що в повному
поживному середовищi в 3D-системi (порiвняно з 2D-системою) здатнiсть клiтин до адгезiї
зменшувалась у 1,5 та 2 рази (p < 0,01) через 1 та 3 год експозицiї вiдповiдно. За вiдсут-
ностi ЕТС показник адгезiї для клiтин у 3D-культурi був у середньому в 1,6 раза меншим
(p < 0,05) у порiвняннi з 2D-моделлю. Слiд зазначити, що для 2D-моделi культивуван-
ня в безсироваткових умовах iз збiльшенням часу експозицiї показник адгезивних клiтин
зменшувався, що може бути наслiдком негативного впливу нестачi трофiчних факторiв у се-
редовищi мiкрооточення. В той самий час у 3D-моделi за аналогiчних умов вiрогiдних змiн
виявлено не було. Даний факт iмовiрно пов’язаний з переходом бiльшостi клiтин за умов
дефiциту трофiчних факторiв у фазу пролiферативного спокою — G0/G1 (див. табл. 1).
Таким чином, виживанiсть пухлинних клiтин сфероїдної культури при дефiцитi сиро-
ваткових факторiв у середовищi iнкубацiї є вищою, нiж для моношарової культури; на
це вказує спiввiдношення живих : мертвих клiтин, апоптичний iндекс, розподiл клiтин за
фазами циклу та показники адгезiї.
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N.M. Khranovskaya, M. V. Sydorenko, L. I. Ostapchenko
Survival of 3D culture of cells MCF-7 under conditions without serum
We show the higher resistance of cancer cells MCF-7 spheroid culture (3D-model) to the absence
of serum factors in culture medium in comparison with standard cultivation conditions and with
monolayer growth (2D-model) that is evidenced by the index of living cells, apoptic index, distri-
bution of the cells by cycle phases, and adhesive properties.
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